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Veroffentlicht 

Mit intemationalem Recherdienbericht 
Vor Ablaufderfiir Anderungen der Anspruche zugelasse- 
nen Frist Veroffendichung wird wiederhoh falls Anderun- 
gen eintreffen. 



(54) Title: DEVICE AND PROCESS FOR INSULATING NUCLEIC ACIDS FROM CELL SUSPENSIONS 

(54)Bezelchnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN AUS ZELLSU- 
SPENSIONEN 

(57) Abstract 

The description relates to a process for isolating nucleic acids by the lysis of intact cells and the removal of the nucleic ac- 
ids from the lysed cells, in which: a) the cells are immobilised in a porous matrix, whereby the size of the hollows in the matrix is 
of the order of that of the type of cell to be lysed ; b) the cells are lysed ; c) the nucleic acids are fixed on the surface of the matrix ; 
and then d) they are eluted. The description also relates to a device for implementing the process of the invention. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren beschrieben, zur Isoliening von Nukleinsauren dutch Lyse intakter Zellen und Entfernung der aus 
den lysierten Zellen ausgetretenen Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, daB a) die Zellen in einer porosen Matrix immobiii- 
siert werden, wobei die Gr6Se der Hohlraume der Matrix in der GroBenordnung des zu lysierenden Zelltyps liegt, b) die Zellen 
lysiert werden, c) die Nukleinsauren auf der MatrixoberflMche fixiert werden und danach d) eluiert werden. Es wird ebenfalls ei- 
ne Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfmdungsgemaBen Verfahrens beschrieben. 
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5 

"Vorrichtunq und Verfahren zur Isolierung 
von Nukleinsauren aus Zellsuspensionen" 

10 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung 
von Nukleinsauren durch Lysis intakter Zellen und Ent- 
fernung der aus den lysierten Zellen ausgetretenen 
Nukleinsauren sowie eine Vorrichtung zur Durchfiihrung 
15 dieses Verfahrens. 

Die Reinigung von Nukleinsauren spielt eine zentrale 
Rolle in der modernen Molekularbiologie. Nukleinsauren 
dienen als Ausgangsmaterial fiir Genklonierungen und 

20 genetische Analysen in der labordiagnostischen Forschung 
und im routinemafiigen Einsatz. Z\m Beispiel wird auf 
Nukleinsaurebasis die Analyse genetischer Erkrankungen 
von Blutzellen, Virus- und Bakterienanalytik aus Blut, 
Urin, Stuhl oder Sekreten durchgefiihrt . Der Analyse aus 

25 Vollblut kojunt dabei besondere klinische Bedeutung zu. 

Ublicherweise werden Nukleinsauren aus Zellen gewonnen. 
Dabei werden Zellen beispielsweise unter stark denaturie- 
renden und gegebenenf alls reduzierenden Bedingungen auf- 
30 geschlossen (Maniatis, Fritsch, E,F. & Sambrook, S., 

1982, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor University Press, Cold Spring Harborn) . Weit ver- 
breitet ist der AufschluB der Zellen mit Detergenzien als 
denaturierende Reagenzien und die Verwendung von bestimm- 
ten Enzymen zum Abbau der Proteinstukturen und nuklein- 
saurespaltenden Enzymen. So werden beispielsweise Natrium- 
dodecylsulfat (SDS) und EDTA als denaturierende Agenzien 
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verwendet und Proteinase K. Das Ergebnis dieses Auf- 
schluBverfahrens ist ineistens sine hochviskose gallert- 
artige Struktur, aus der die Nukleinsauren mittels Phenol- 
extraktion isoliert werden. Die Nukleinsauren bleiben 
5 dabei in groBer Lange erhalten und werden nach Dialyse 
und Prazipitation aus der wassrigen Phase entfernt. 
Dieses Auf schluBverfahren ist gegeniiber Nicht-Nuklein- 
•saure-Strukturen so aggresiv, da6 dem Verfahren auch 
Gewebestiicke unterworfen werden konnen. Wegen der ar- 

20 beitsintensiven Technik mit mehrfachem Wechsel der Re- 
aktionsgefaBe ist diese Methode jedoch fiir groBe Proben- 
aufkominen und Rountinepraparationen ungiinstig. Dieses 
Verfahren ist zwar automatisierbar, jedoch bewaltigt eine 
handelsubliche Apparatur gegenwartig etwa 8 Proben gleich- 

15 zeitig in vier Stunden (Applied Biosystems A 371). Das 
Verfahren ist somit teuer und eignet sich nicht fur die 
Durchschleusung groBer Probenserien. Weiterhin ist nach- 
teilhaft, daB die Folgereaktionen, wie enzymatische Am- 
plifikation, infolge der groBen Langen der isolierten 

20 Nukleinsauren gestort ist. Daruber hinaus sind die an- 
fallenden Losungen hochviskos und schwer handhabbar. 
Insbesondere DNA sehr groBer Lange ist eher storend, da 
die mit dem Verfahren gemaB im Stand der Technik gewonnen 
Nukleinsauren gesondert verkleinert werden miissen, urn 

25 weiterverarbeitet werden zu konnen. 

Der AufschluB von Zellen in alkalischem Milieu in Gegen- 
wart von Detergenzien, ist technisch zwar einfach, liefert 
jedoch auch Nukleinsauren mit groBer Lange. 



30 



An die Rohpraparation der Nukleinsauren schlieBen sich 
Folgereaktionen an. Diese Folgereaktionen erfordern eine 
bestimmte Qualitat der Nukleinsauren. So muB diese wei- 
testgehend unversehrt sein, die Ausbeute der Praparation 
muB hoch und reproduzierbar sein. Der Praparationsweg muB 
einfach und wirtschaftlich sein und die Moglichkeit zur 
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Automation bieten. Sie muB eine Praparation der Nuklein- 
saure ohne Gefahr durch Kreuzkontamination anderer Proben 
ermoglichen, insbesondere wenn enzymatische Amplifi- 
kationsreaktionen, wie Polymerase Chain Reaction (PGR) 
5 (Saiki, R. , Gelfand, D.H., Stoffel, 3., Scharf, S.J,, 
Higuchi; R., Horn, G.T., Mullis, K.B. & Erlich, H. A. 
(1988), Science 239, 487 - 491) und Ligase Chain Reaction 
(LCR) (EP-A-88 311 741.8), Anwendung finden. Daher ist es 
wiinschenswert, die Nukleinsauren in nicht zu groBer 
Kettenlange zu erhalten, die Zellen moglichst quanitativ 
auf zuschlieBen und im iibrigen die oben genannten Nach- 
teile der im Stand der Technik bekannten Auf schluBver- 
fahren zu vermeiden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem ist 
somit die Bereitstellung eines verbesserten Verfahrens 
zur Isolierung von Nukleinsauren aus intakten Zellen, 
insbesondere soli die dabei anfallende Nukleinsaure sich 
durch nicht zu groBe Kettenlangen auszeichnen, in wenigen 
20 Schritten isolierbar sein und direkt den erforderlichen 
Folgereaktionen unterworfen werden konnen. 

Dieses technische Problem wird gelost durch ein Verfahren 
zur Isolierung von Nukleinsauren durch Lysis intakter 
25 Zellen und Entfernung der aus den lysierten Zellen ausge- 
tretenen Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, dafl 

a) die Zellen in einer porosen Matrix immobilisiert 
werden, wobei die GroBe der Hohlraume der Matrix in 

30 der GroBenordnung des zu lysierenden Zelltyps liegt, 

b) die Zellen lysiert werden, 

c) die Nukleinsauren auf der Matrixoberf lache f ixiert 
werden und danach 

d) eluiert werden. 
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Die Matrix besteht vorzugsweise aus porosen, anorganischen 
Oder organischen Polymeren, wobei die Oberflacheneigen- 
schaften des die Matrix bildenden Materials dafur sorgen, 
daB die Zellen reversibel oder irreversibel an der Ober- 
flache iimnobilisiert werden. Vorzugsweise betragt die 
GroBe der Hohlraume des die Matrix bildenden Materials 1 
bis 50 lira. Besonders bevorzugt sind HohlraumgroBen von 5 
bis 15 Mm. Erreicht werden kann dies in einer bevorzugten 
Aus fiihrungs form des erf indungsgemaBen Verfahrens, wenn 
die PartikelgroBe des die Matrix bildenden Materials 15 
bis 25 |xm betragt. 



Die in der Matrix immobilisierten Zellen werden vorzugs- 
weise durch physikalische oder chemische Einwirkung 
lysiert. Dabei kann die Lyse entweder mechanisch wie mit 
Ultraschall oder durch Scherkrafte, osmotischem Schock 
Oder chemisch mittels Detergenzien oder alkalischem Auf- 
schlviB erreicht werden. 



In einer besonders bevorzugten Aus fiihrungs form weist die 
Oberflache des die Matrix bildenden Materials lonenaus- 
tauschereigenschaften auf. Insbesondere bei Verwendung 
von Anionenaustauschern kann dann die aus der lysierten 
Zelle austretende Nukleinsaure reversibel an die Ober- 
flache des die Matrix bildenden Materials gebunden werden, 
urn nach verschiedenen Waschoperationen dann durch Ein- 
stellen hoher lonenstarken eluiert zu werden. 

Die erfindungsgemaBe Verfahrensweise fiihrt zur Praparation 
von Nukleinsauren mit hoher Reinheit vmd erlaubt es, eine 
qualitativ und quant itativ reproduzierbare Analytik durch- 
zufuhren, insbesondere in Kombination mit enzymatischen 
Verfahren zur Amplif ikation von Nukleinsauren. Es hat 
sich gezeigt, daB milde AufschluBmethoden mit Detergenzien 
Oder physikalische AufschluBmethoden, wie Erhitzen einer 
Probe, die Folgeanwendungen erleichtert. Man erhalt bei 
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Anwendvmg des erf indungsgemaBen Verfahrens zum Beispiel 
kurzere zellulare DNA (< 200 kb) beziehungsweise Gesaiat- 
nukleinsauren aus der Zelle. Die Ursachen fiir eine limi- 
tierte Spaltung der Nukleinsauren sind nicht vollstandig 
bekannt. Die milden Auf schluflmethoden scheinen jedoch zu 
einer partiellen Degradation der Nukleinsaure zu fiihren. 

Fiir die reproduzierbare Arbeitsweise ist es vorteilhaft, 
eine Matrix mit lonenaustauschereigenschaften zu ver- 
wenden, so daB die f reigesetzten Nukleinsauren an dieser 
Oberflache haften konnen und den Zugriff abbauender 
Enzyme entzogen sind. Es werden dann Nukleinsauren mit 
fast idealer Lange fur die Folgereaktionen, wie PCR, 
gewonnen • 

Sollen zum Beispiel weiBe Sauger-Blutzellen aufgeschlossen 
werden, miissen zunachst die DNA-freien Erythrozyten ent- 
fernt werden. Verschiedene Verfahren dazu sind bekannt, 
wie zum Beispiel Gradientenzentrifugation oder Extraktion 
der Zellen mittels oberflachengekoppelter Antikorper 
(anti-HLA-Magnetobeads) . Als besonders vorteilhaft hat 
sich erwiesen, die Erythrozyten mittels Dextran zu agglo- 
merieren und ohne Zentrifugation abzutrennen. Der Uber- 
stand enthalt die anderen Blutzellen und weniger als 
1/100 der anf anglichen Erythrozytenkonzentration. Die 
weiBen Blutzellen werden dann nach dem erf indungsgemaBen 
Verfahren aus der Suspension in die Poren der Matrix 
uberfiihrt. Dies geschieht durch Druckdif f erenz oder Zen- 
trifugationskrafte. Es hat sich herausgestellt; daB es 
nicht geniigt, Zellen beispielsweise durch einfache Zen- 
trifugation, durch Ausbildung eines Pellets oder durch 
eine Filtration iiber engmaschige Membranen konzentrieren, 
da dann der erf indungsgemaBe Zellauf schluB nicht mehr 
zuverlassig erfolgt. Dadurch entstehende, relativ dichte 
Zellverbande mit direktem Zell/Zell-Kontakt konnen nur 
unzureichend mit den milden nicht-ionischen Reagenzien 
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aufgeschlossen werden. Es werden dabei wahrscheinlich nur 
diejenigen Zellen lysiert, die sich an der Oberflache 
eines solchen Zellkonzentrats befinden. Durch das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren wird sichergestellt / daJ3 eine solche 

5 Pellet ierung nicht einsetzt. Hierbei werden die Zellen 
durch eine Art Tiefenf iltration in der Matrix konzen- 
triert, d.. h. in einem kleinen Volumenelement eingefangen. 
Das bedeutet, daB Zellen praktisch isoliert in der Matrix 
hangenbleiben, jedoch nicht iibereinander liegen. Erf in- 

10 dungsgemaB erreicht wird dies durch die Verwendung einer 
porosen Matrix zum Beispiel einem Partikelbett , dessen 
Zwischenraume in der GroBenordnung der ZellgroBe liegt. 
Die Zellen dringen dann bis zu einer bestimmten Tiefe in 
diese Matrix ein. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 

15 des erfindungsgemaBen Verfahrens koitmen Silicalgelpartikel 
zum Einsatz mit einer PartikelgroBe von vorzugsweise 15 
bis 25 ixn, so daB Zwischenkornabstande von 1 bis 50 fiia, 
vorzugsweise 5 bis 15 Mm, entstehen. Die durchschnittliche 
GroBe von Erythrozyten betragt 2 m von Lymphozyten unge- 

20 fahr 8 fim und von Monozyten etwa 15 mtu. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform werden zur 
Immobilisierung Partikel verwendet, die in einem inerten 
Netzwerk aus Membranen, vorzugsweise Teflon, eingebettet 

25 sind, wobei die Zwischenraume wiederum in etwa der 
Dimension der zu lysierenden Zellen entsprechen. Dadurch 
wird gewahrleistet, daB sich die Zellen vorzugsweise 
innerhalb des Netzwerks festsetzen und sich nicht, zum 
Beispiel wie auf einem Sterilfilter, als dichte Packung 

3 0 in Form eines Filterkuchens absetzen. 

Zwischen den Zellen verbleiben enge Kanale, durch die 
Losungen ausgetauscht werden konnen, wie zum Beispiel das 
Serum gegen die zell-lysierende Losung, Da alle Zellen 
fur Reagenzien gut zuganglich sind, konnen die milden 
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Lysebedingungen Verwendung finden, ohne daS Ausbeutever- 
luste zu befiirchten sind. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf onti weisen die 

5 Partikel lonenaustauschereigenschaften auf, wie sie bei- 
spielsweise in der DE-PS 32 11 305 beschrieben werden. 
Fiir die Ausfiihrungsf orm auf Membranbasis hat sich ein 
lonenaustauscher auf Silicagelbasis mit PartikelgroBen 
zwischen 15 und 25 und PorengroBen von 1500 A als 

20 besonders geeignet erwiesen. Der direkte raumliche Kon- 
takt zu alien lysierenden Zellen gewahrleistet , daB die 
DNA nach der Lyse und partiellen Degradation direkt an 
der Oberflache der Festphase f ixiert wird und so vor 
weiterfiihrenden Angriffen der Nukleasen geschiitzt ist. In 

15 diesem Zustand konnen die kontaminierenden Bestandteile 
leicht ausgewaschen werden, gefolgt von der Elution der 
sauberen Nukleinsaure in einem kleinen Volumen. Man er- 
halt so reproduzierbare Kettenlangen von durchschnittlich 
5 bis 20 kb. Weniger als 10% sind kiirzer als 5 kb unter • 

20 den Auf schluBbedingungen, wie sie in Bespiel 2 beschrieben 
werden. Dies stellt eine optimale Langenverteilung fiir 
eine anschlieBende enzyjnatische Nukleinsaureamplif ikation 
dar. Es wurde ebenfalls iiberraschend festgestellt, dai3 
die gewiinschte GroBenverteilung bei der Leukozytenprapa- 

25 ration mit Dextran reproduzierbar erreicht wird, wahrend 
eine Praparation iiber Ficoll im Gradienten gewohnlich zu 
kiirzeren Fragmenten (500 bis 1000 bp) fiihrt. 

Es hat sich herausgestellt , dafl das erf indungsgemaBe 
30 Verfahren in besonders giinstiger Weise mittels der erf in- 
dungsgemaB beanspruchten Vorrichtung, die im folgenden 
beschrieben werden soil, durchgefuhrt werden kann. Die 
erf indungsgemaBe Vorrichtung besteht aus einem Hohlkorper 
(4) , in dem die die Zellen aufnehmende Matrix (1) zwischen 
2 porosen Einrichtungen (2, 3) angeordnet ist. Die Poren- 
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groBe der Einrichtung 2, 3, vorzugsweise Polyethylen- 
oder Glasfritteri; muB dabei groBer sein als die Hohlraum- 
groBe des die Matrix 1 bildenden Materials. Vorzugsweise 
haben die Einrichtungen 2, 3 eine PorengroBe von 50 bis 
5 100 fim, wobei die HohlravungroBe des die Matrix 1 bilden- 
den Materials etwa 1 bis 50 Min betragt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsfonn ist die 
Matrix 1 eine netzartige Membran mit einer Vielzahl von 1 
10 t»is 50 fim groBen freien Poren, die zusatzlich lonenaus- 
tauscherpartikel aufweist. In den freien Poren werden 
dann die Zellen immobilisiert, wobei auf den in dieser 
Matrix befindlichen lonenaustauscherpartikeln die frei- 
gesetzten Nukleinsauren absorbiert werden. 

15 

Eine ebenfalls bevorzugte Ausfiihrungsf orm stellt eine 
Vorrichtung dar, bei der das die Matrix 1 bildende 
Material ein partikelf ormiges organisches Oder anorga- 
nisches Polymeres ist. Vorzugsweise ist das die Matrix 
20 1 bildende Material ein Kieselgel mit lonenaustauscher- 
eigenschaften und einer PartikelgroBe von 15 bis 25 /im. 

Die Abbildung 1 zeigt ein besonders bevorzugtes Ausfiih- 
rungsbeispiel der erf indungsgemaBen Vorrichtung. Der 

25 Hohlkorper 4 kann zum Beispiel ein handelsiibliches Rohr- 
chen (MoBiCol, MoBiTec, Gottigen Oder Millipore UFC3 
0HW25) sein. Zwischen zwei eng eingepressten Einrichtun- 
gen 2, 3, zum Beispiel Polyethylenfritten mit einer 
PorengroBe von 50 bis 100 fiiti, befindet sich eine Membran 

30 init 5 bis 10 /im groBen freien Poren, welche ebenfalls 

Kieselgel (1500 A PorengroBe, 15 PartikelgroBe) mit 

Anionenaustauschereigenschaften enthalt. Die Membran 

weist eine Dicke von ca. 1 mm auf. Die Kapazitat des 

lonenaustauschermaterials ist etwa 15 aa DNA. 

^ Durch 

Ubereinanderlegen entsprechender Membranen laBt sich 
selbstverstandlich die Kapazitat fiir DNA erhohen. Bei 
geringer mechanische Belastung ist auch ein 
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randstandiges VerschweiBen oder Verkleben der Membran 
denkbar, wodurch die stabilisierende Wirkung der Einrich- 
tungen 2, 3 entf alien kann, so dafl die Membran den 
Hohlkorper 4 ohne die Einrichtungen verschlieBt. 

5 

Es ist ebenfalls moglich, nit dem beschriebenen Kieselgel 
kleine Saulen zu fiillen, das zwischen 2 Polyethylen- 
Fritten mit einer PorengroBe von 35 fim angeordnet ist. 
Vorzugsweise wird die obere Einrichtung 2 mit groBeren 
IQ Poren (70 ^m) gewahlt. Die MoBiCol-Saulen werden mit ca. 
70 mg lonenaustauschergel entsprechend 3 mm Fullhohe 
beschickt. Beziiglich Plasmid-DNA ergibt sich eine Kapa- 
zitat von 150 DNA. 

15 Beispiel 1 

Zellulare DNA-Praparation aus Blut: 

6 ml Citrat-Blut werden in einem 12 ml PPN-Rohrchen mit 
0,12 g Dextran (MW 250,000) homogen versetzt und fiir 60 

20 ^in. bei Raumtemperatur inkubiert. Dextran und Erythro- 
zyten bilden Aggregate, die innerhalb 45 min. sedimen- 
tieren. Der helle uberstand enthalt die Leukozyten an- 
nahernd in der natiirlichen Zusammensetzung ((1 - 5 x 10^ 
Leukozy ten/ml, Erythroz ./L^ukoz* ca. 2/1. 0,5 ml dieses 

25 Uberstandes werden auf die Vorrichtung aufgetragen und 
durch Zentrifugation oder Druck durch den Filter ge- 
leitet. Die Zellen werden im Netzwerk zuriickgehalten. 
Nach Durchtritt des Serums wird mit 1 x 0,5 ml Wasch- 
losung (PBS 120 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM KPi pH 7,4) 

3 0 (phosphate buffered saline) gewaschen. 

Danach werden die Zellen mit 125 fxl einer l%igen Losung 
eines nicht-ionischen Detergens (NP40; Tween 20) lysiert. 
Mit 0,5 ml 750 mM KCI, 50 mM MOPS pH 7,0, 15% Ethanol 
werden die Verunreinigungen ausgewaschen. Die DNA wird 
entweder mit einem Hochsalzpuf f er (1,2 M KCl, 50 mM, MOPS, 
pH 7,0) (200 mM KOH) oder einem Alkalipuffer eluiert. Der 
Vorteil des Alkalipuf f ers besteht darin, daB nach Puffer- 
zusatz zwecks Neutralisation beispielsweise direkt eine 
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Nukleinsaure zunachst gefallt werden mui3. Es besteht 
jedoch die Gefahr der Schadigung der DNA. In vielen 
Fallen kann auch ein Aliquot der Hochsalzelution direkt 
eingesetzt werden, wenn die Nukleinsaurekonzentration die 
erforderliche Konzentration aufweist. 
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Pa-bentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren durch 
Lysis intakter Zellen und Entfernung der aus den 
lysierten Zellen ausgetretenen Nukleinsauren, da- 
durch gekennzeichnet , da5 

a) die Zellen in einer porosen Matrix iitmiobilisiert 
werden, wobei die GroBe der Hohlraxxme der Matrix 
in der GroBenordnung des zu lysierenden Zelltyps 
liegt, 

b) die Zellen lysiert werden, 

c) die Nukleinsauren auf der Matrixoberf lache 
fixiert werden und danach 

d) eluiert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB die Matrix ein anorganisches oder organisches 
Polymeres ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Matrix eine HohlraumgroBe von 
1 bis 50 /im aufweist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Hohlraume 5 bis 15 groB sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die PartikelgroBe der Matrix 10 
bis 50 urn, insbesondere 15 bis 25 fija betragt. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Zellen durch physikalische 
Oder chemische Einwirkungen lysiert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , 
da6 die Lyse der Zellen durch Ultraschall, Scher- 
krafte, Detergenzien, Enzymen, osmotischer Schock 
etc. Oder Kombination davon erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dai^ die Oberflache der Matrix lonen- 
austauschereigenschaf ten auf weist . 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, da5 die Nukleinsauren durch einen 
Puffer xait hoher lonenstarke Oder alkalisch eluiert 
werden . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei 
zwischen den Schritten a)/b) und/oder b)/c) und/oder 
c)/d) die Matrix gewaschen wird. 

11. Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus 
Zellen nach AufschluB der Zellen gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB die 
zellenaufnehmende Matrix (1) in einem Hohlkorper (4) 
zwischen 2 porosen Einrichtungen (2, 3) angeordnet 
ist, wobei die PorengroBe der Einrichtungen (2, 3) 
groBer ist als die HohlraumgroBe des die Matrix (1) 
bildenden Materials. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 

daB die PorengroBe der Einrichtungen (2, 3) 80 bis f 
100 /im und die HohlraumgroBe des die Matrix (1) 
bildenden Materials 1 bis 50 betragt. 
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13. Vorrichtung nach Anspruch 11 und/oder 12, wobei die 
Matrix (1) eine netzartige Membran ist mit einer 
Vielzahl von 1 bis 50 /im groBen freien Poren, die 
zusatzlich mit lonenaustauscherpartikeln versehen 
ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 11 und/oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das die Matrix (1) bildende 
Material ein organisches oder anorganisches Polymeres 
ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
daB das die Matrix (1) bildende Material Kieselgel 
mit lonenaustauschereigenschaften ist und eine Par^- 
tikelgroBe von 15 bis 25 aufweist. 
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